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RÉSUMÉ - La partie la plus externe de la paroi de Prototheca wickerhamii Tubaki et 
Soneda est constituée d'une TLS, couche trilamellaire, caractéristique que l'on retrouve 
chez de nombreuses algues. Nous avons suivi, au cours du cycle cellulaire, la mise en pla- 
ce de cette couche. A un stade précoce de la formation des autospores on peut observer 
des arceaux ou des fragments de TLS juxtaposès et non encore soudés. Ces éléments pren- 
nent naissance dans des vésicules de type golgien. On les observe sous deux formes que 
l'on ne rencontre pas dans les mêmes cellules: les unes sont profondes et contiennent des 
segments lamellaires sinueux; les autres plus superficielles contiennent des segments rigides 
qui déforment les vesicules en leur donnant une forme en navette, Grâce à ces obser- 
vations, on peut esquisser le cycle de formation et de mise en place de la paroi. 

BSTRACT - The outer component of the cell wall of Prototheca wickerhamii Tubaki et 
Soneda is a trilaminar sheath (TLS). This feature is commonly occurring in Chlorococ- 
cales, At an early stage of the autospores, curved trilaminar plaques appear in the cyto- 
plasm. These elements born in Golgi vesicles, Two aspects of these vesicles can be ob- 
served, but never in the same cell: some are deep, they contain sinuous laminar segments, 
the other, more superficial, contain rigid segments: they distort vesicles which wear a char- 
acteristic elongated form. The cell wall elaboration is considered during the cellular cycle. 

MOTS CLÉS : Chlorococcales, Prototheca wickerhamii, TLS (trilaminar sheath), 
élaboration de la paroi. 
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INTRODUCTION 

Prototheca wickerhamit Tubaki et Soneda est une algue cosmopolite ha- 
bituellement saprophyte, mais parfois parasite de l'homme et de mammifères. 

Ce parasite végétal d'origine algale est un sujet d'analyse intéressant, no- 
tamment en ce qui concerne la physiologie. L'étude cytologique assez difficile, 
étant donné la petite taille de ces individus, a apporté des renseignements 
concernant l'évolution du plaste, en fonction des modes de nutrition (Puel & 
Giraud, 1990), mais aussi celle de la paroi qui place cette espéce parmi les 
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Chlorococcales possédant une couche pariétale trilamellaire (TLS: trilaminar 
sheath) résistante aux traitements non oxydatifs (Puel et a/., 1987); celle-ci sem- 
ble constituée d'unités terpéniques. Cette couche a été observée chez Chlorella 
par Atkinson et al., en 1972 et retrouvée dans nombre d'espèces d'algues (Swift 
& Rensen, 1970; Burzyck et al., 1971, 1981; Syrett & Thomas, 1973; Hegewald 
& Schnepf, 1974: Pickett-Ileaps & Staelin, 1975; Good & Chapman, 1978; 
Dempsey et al., 1980; Kôning & Peveling, 1980, 1984: Honneger & Brunner, 
1981; Berkaloff et a/., 1983; Brunner & Honneger, 1985; Corolleur et al., 1989). 
Ce caractère est observé non seulement dans les parois des spores et des cystes 
mais aussi dans les formes végetatives tout au long du cycle. 

On admettait avant 1983 que les parois de ces algues contenaient un 
matériel sporopollénin-like  (Shaw & Yeadon, 1966: Shaw, 1971). Les 
sporopollénines sont des biopolyméres extrêmement résistants présents da 
Vexine des spores et des pollens des plantes vasculaires; on pensait qu'ils 
dérivaient de la polymérisation oxydative de caroténoïdes (Brooks & Shaw, 
1968; Shaw & Yeadon, 1966: Shaw, 1971; Achari et al., 1973; Gooday et al., 
1973, 1974). 

Les études faites par Berkaloff et af, (1984) ont démontré que le 
polymère résistant de  ! 16  braunii Kiitzing (PRB) diffère 
fondamentalement des sporopollénines: il est composé de longues chaines 
hydrocarbonces non ramifites et saturées et ne peut donc pas dériver de 
caroténoïdes. On désigne actuellement ces polyméres sous le terme d'alguanes. 
Cette couche résistante, chez les Chlorococcales, forme une enveloppe que l'on 
retrouve da nes (Largeau ez al., 1989; Derenne er al., 1991) allant 
de V'Infracambrien au Miocène. Elle doit donc jouer un rôle important dans le 
mode de vie des algues qui en possèdent. 

L'étude de la paroi de Prototheca wickerhamii a montré qu'elle est 
constituée de deux couches: une externe trilamellaire d'épaisseur invariable 
(15 nm) et une zone interne dont l'importance varie beaucoup selon l'age des 
cellules et la nature des substrats utilisés (Puel & Giraud, 1982); il s'agit de la 
partie polysaccharidique habituelle chez les algues, Nous avons étudié par 
ailleurs, aprés isolement de la couche externe, un polymère résistant (PRP) d'un 
type différent de celui du PRB (Puel et al.. 1987) probablement constitué 
d'unités terpéniques autres que des caroténoïdes. Cette TLS forme autour des 
cellules une structure rigide, peut être difficile à remanier par la cellule une fois 
qu'elle est formée. 

Des observations de Prototheca wickerhamii en culture nous ont permis 
de préciser la mise en place de ce polymère résistant. Il est intéressant de 
connaître son origine dans la cellule et de fixer au cours du cycle cellulaire les 
étapes de son apparition en comparaison notamment avec celles de la paroi 
polysaccharidique proprement dite. 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

Les deux souches de Prototheca wickerhamii qui ont servi à cette étude 
proviennent de la collection de l'Institut Pasteur de Paris. Elles sont entretenues 
depuis de nombreuses années sur milieu de Sabouraud solide additionné de 
chloramphénicol, à l'obscurité, à température de la piéce, elles sont repiquées 
tous les huit jours. 

Les résultats suivants ont été obtenus sur des cultures faites sur milieu li- 
quide d'Anderson (Patni & Aaronson, 1974) ou de Sabouraud pendant des 
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temps variables (la durée moyenne d'un cycle cellulaire est de une journée). La 
préparation des cellules pour l'observation en microscopie électronique a déjà 
été décrite (Puel & Giraud, 1982) et les microphotographies ont été prises à la 
de d'un microscope électronique Philips 400. 

RÉSULTATS 
La formation de la paroi polysaccharidique est bien connue chez les al- 

gues vertes unicellulaires. Les vésicules golgiennes nombreuses pendant la 
cytodiérèse fournissent le matériel pariètal. Chez Prorotheca la cellulose est 
présente en faible quantité dans la paroi L'analyse de la partie 
polysaccharidique et de ses variations est publiée par ailleurs. La TLS semble 
s'organiser par élapes indépendantes du processus précèdent. Elle ne forme pas 
toujours une pellicule sphérique lisse el la paroi des autospores est souvent 
plissée (Fig. 1). Nous avons observé précédemment des excroissances diverses et 
nombreuses à sa surface (Puel & Giraud. 1984). Certaines ont un aspect de 
doublements localisés ou de gonflements refermés sur eux-mêmes (Fig. 2). Ces 
figures anormales sont produites vraisemblablement par des disfonctionnements 
de la mise en place de la TLS. 

Les étapes de la formation de la paroi peuvent être suivies au cours du 
cycle de l'algue. Nous observerons les divers aspects de cette formation en re- 
gardant les stades, de plus en plus précoces, où apparaissent des fragments de 
TLS, Avant la division cellulaire on observe déja de nombreux fragments de la 
future TLS, parfois encore repliès, qui s'accumulent dans le périplasme (Fig. 3, 
4,5). Ces portions de la couche trilamellaire vont se placer progressivement bout 
à bout de telle sorte que la nouvelle FLS est déjà visible lors de la formation des 
autospores. La cellule mére est encore entourée de sa TLS alors que les cellules 
filles ont déjà, dès leur isolement, développé une couche de même nature parfois 
trés plissée (Fig. 6). Dans ce cas on peut voir entre deux cellules filles des ar 
ceaux de TLS juxtaposés et apparemment non encore soudés (Fig. 7). On peut 
rechercher dans le cytoplasme de l'algue des stades antérieurs de la formation 
de ces fragments. L'origine de ceux-ci se trouve dans un système de vésicules 
qui apparaissent dans le cytoplasme. En effet on observe de grandes vésicules 
avec deux types de contenu. Ces deux aspects ne se rencontrent pas dans une 
méme cellule. Les vésicules les plus facilement identifiables contiennent des frag- 
ments de TLS repliés relativement longs, mais dont la rigidité produit une ten- 

Fig. | à 11: Prototheca wickerhamii. - Fixation glutarald hyde, tétroxyde d'osmium, 
acétate d'uranyle. Contraste acétate d'uranyl, plomb. 

Fig. 1: Les digitations limitées par la TLS sont nombreuses, elles contiennent une partie de 
la couche polysaccharidique interne, Présence de systèmes lamellaires dans le 
périplasme (Echelle: 0,25 um). Tig. 2: Aspect d'une paroi aprés réaction de 
PAT .Ag: on remarque des anomalies sous forme de doublements localisés de la 
TLS (Echelle: 0,25 m). Fig. 3: Des portions de TIS sortent du cytoplasme et 
vont s'intégrer à la paroi em formation. (Echelle; 1 um). Fig. 4 et 5: Des frag- 
ments de TLS d'aspects variables traversent le périplasme. (Fchelle: 1m). 

Fig. 6: La paroi des autospores, situées à l'intérieur de la cellule mère, est déjà très plissée. 
C'est le signe d'une synthése précoce de la TIS. Fig. 7: Des segments arqués non 
soudés prennent place autour des jeunes autospores (fléches). (Fig. 6 et 7, échelle: 
1 um). 
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sion sur l'enveloppe qui prend une forme en navette. Ces vésicules sont 
observées en bordure du plasmalemme et on peut les voir déverser leur contenu 
dans le périplasme (Fig. 8, 9, 10). Dans d'autres cas des vésicules souvent plus 
profondes contiennent des segments lamellaires sinueux courts qui rentrent en 
contact avec des globules de substance amorphe (Fig. 11). Ces vésicules n'ont 
jamais été observées en contact avec le plasmalemme et ne semblent pas 
déverser leur contenu dans l'espace périplasmique. 

La partie polysaccharidique de la paroi s'élabore plus tardivement que 
cette TLS, dont les éléments sont construits pendant l'interphase cellulaire. Elle 
s'épaissit progressivement au cours de la vie de l'algue, puis disparaît pendant la 
formation des autospores. A la fin du cycle la paroi de la cellule mère n'est plus 
constituée que de la TLS, la partie polysaccharidique a été hydrolysée (Fig. 6). 
L'épaisseur de cette zone est variable selon le milieu de culture, relativement 
mince en milieu d'Anderson liquide clle peut s'épaissir sur des milieux solides 
tels que le milieu de Sabouraud ou en milieu dont l'apport carbone se fait sous 
forme d'acctate. 

DISCUSSION 

Les plaques péricellulaires de nombreuses algues comme par exemple 
les plaques calcifiées des coccolithophoridées sont d'origine golgienne. Atkinson 
et al., en 1972, ont étudié la formation de la paroi des Chlorococcales en parti- 
culier de CAlorella fusca, ils constatent que du matériel granulaire s'élabore 
dans des vésicules qui  déversent autour des . 115 décrivent 
également des ares de TLS placès côte à côte qui doivent se souder par la suite 
(l'apparition de ces ares n'est pas décrite). 

L'observation de plaques trilamellaires dans le périplasme montre que 
celles-ci vont également pouvoir se souder bout à bout et englober les 
autospores. Ce processus est illustré par les nombreuses anomalies que présente 
cette couche périphérique. Les formations anormales telles que doubles envelop- 
pes ou protubérances refermées à leur base semblent être le résultat de soudures 
multiples de fragments de plaques sur d'autres préexistante: 

Les autospores se recouvrent de la nouvelle TLS alors qu'elles ne sont 
pas libérées. À ce stade la TLS mére n'est pas résorbée, seule la paroi 
polysaccharidique s'est lysée. La libération des spores se fait par déchirement de 
l'enveloppe qui se retrouve dans les culots de centrifugation. 

Dans certaines cultures âgées de Botryococcus braunii quelques TLS 
semblent réticulées, évoquant un phénomène de fusion entre trois ou quatre 
fragments (Berkaloff er al., 1984). 

La paroi des autospores assez souvent plissée donne, en coupe, un as- 
péct hérissé. On peut penser que cet aspect rencontré fréquemment, mais non 
constamment, permet une augmentation de volume de l'autospore rapide sans 
nouvelle synthèse de TLS. A ce stade la paroi polysaccharidique forme une cou- 
che bien visible sous celle-ci. 

Fig. 8, 9, 11: Des fragments de TIS rigides sont visibles dans des vésicules fortement 
déformées par leur presence. Ces vésicules deversem leur contenu dans le 
périplasme (Echelle: 1 zm). Fig. 10: Profils sinueux de TLS au contact de sub- 
stance amorphe dans des vésicules profondes du cytoplasme (Echelle: 1 um). 
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Les synthèses et les remaniements de la partie polysaccharidique sont 
suffisamment modulables pour s'adapter a la croissance rapide de l'algue, il 
n'en est peut-être pas de même de la TLS. Un processus d'accroissement de 
celle-ci ne peut se faire que par cassure et adjonction de nouveaux fragments ce 
qui n'a pas été observé, La formation des plaques trilamellaires semble très net- 
tement golgienne. Les vésicules remplies de profils de TLS sont bien visibles à 
la périphérie cellulaire. Leur libération dans le périplasme, toujours assez im- 
portant, est très nettement suggérée par plusieurs clichés. L'aspect plus particu- 
lier de vésicules contenant des profils souples et sinueux est plus difficile à 
interpréter; cet aspect est fréquent, il arrive souvent alors qu'une portion de ces 
vésicules apparaisse amorphe. Cette substance ne réagit pas aux réactifs des 
polysaccharides ou aux digestions protéasiques, il semblerait plutót qu'il s'agisse 
de substances lipidiques. Les jonctions entre les profils de TLS et ces amas 
amorphes sont nombreuses. 

Ces images suggérent qu'il peut y avoir une synthèse de fragments 
trilamellaires à partir d une substance amorphe lipidique. 

Sur les microphotographies publiées par Berkaloff et a/.. (1984), on ob- 
serve des FLS plus ou moins réticulées qui contiennent des substances 
hydrocarbonées. ll pourrait exister, dans ce cas également, des possibilités de 
synthèse de TLS à partir de ces substances de réserves. Des études par iso- 
lement des vésicules permettraient de préciser ces données. 

On peut conclure que la paroi de ces algues, composée de deux éléments 
bien distincts, se forme également dans des moments differents du cycle cellulai- 
re. Si la TLS se prépare dans des vésicules, peut-être spécialisées, de la cellule- 
mére, la couche interne n est secretée que dans les cellules-filles. Seule la mise en 
place definitive de la TLS réalisée par soudure des élements préexistants de 
grande taille s'opére pendant et aprés la cytodiérése. Les remaniements visibles 
sur la partie polysaccharidique sont par contre indécelables dans la TLS soit au 
moment de la croissance, soit pendant la division des autospores. 
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